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Beschreibung 

Verfahren und Vorrichtung zur PCR- Amplif ikation und Detektion 
von Nucleotidsequenzen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur PCR-Amplif ikation 
und Detektion von Nucleotidsequenzen. Ein solches Verfahren 
dient beispielsweise in der medizinischen Diagnostik dazu, 
infektiose Zielsequenzen viraler oder bakterieller DNA aufzu- 
spuren. Daneben bezieht sich die Erfindung auch auf eine zu- 
gehorige Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verf ahrens . 

Wahrend einer PGR (Polymerase Chain Reaction) wird die zu un- 
tersuchende Probe einer zyklischen Temperaturbehandlung un- 
terzogen, bei der DNA-Fragmente im Wesentlichen mit Hilfe ei- 
nes Primerpaares und einer Polymerase vervielf altigt werden. 
Heute stehen fur solche Analysen Verfahren zur Verftigung, bei 
denen die PCR auf einem Microchip durchgefuhrt wird, der ein 
Array von als „ Gel-Pads * ausgebildeten Microspots aufweist 
(WO 01/34842 A2). Um eine f luoreszenzspektroskopische Detek- 
tion von Hybridisierungen in den Microspots zu ermoglichen, 
wird bei den bekannten Verfahren der Analytlosung ein mar- 
kierter Primer zugesetzt. 

Vom Stand der Technik sind Verfahren zur Amplif ikation und 
Detektion von Nukleinsauren bekannt. Dabei konnen Gel-Pads 
als hydrophile Reaktionsschichten getrennte Mikrospots auf 
einem Mikroarray bilden, wobei in den Gel-Pads sich Oligo- 
nukleotide befinden, die mit zu identif izierenden Zielnuk- 
leinsauren hybridisieren konnen. Weiterhin ist aus der Druck- 
schrift /7 Nucleic Acids Res. w (1999) 27 (18) el9, Seiten 1 bis 
6, bekannt, Amplif ikationsreaktionen in Gel-Pads auf einem 
Mikroarray und Nachweisreaktionen durch Einzelbasen-Elonga- 
tion durchzuf uhren . Im Zusammenhang damit sind weiterhin die 
DE 196 10 115 C2, in der ein Array mit einer Mikroelektro- 
denanordnung offenbart ist, und die WO 01/42508 A2 , die Gel- 
Pads mit immobilisierten Sonden in Kontakt mit Mikroelektro- 
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den offenbart, anzuftthren. SchlieSlich beinhaltet die 
WO 99/36576 Al die Verwendung von Gel-Pads in einem Array so- 
wie Verfahren und Systeme zu deren Herstellung, wobei soge- 
nannte intelligente Gele als Reaktionsschichten hergestellt 
werden soil en. 



Davon ausgehend ist es Aufgabe der Erfindung, ein verbesser- 
tes Verfahren zur Amplif ikation und Detektion von Nucleotid- 
sequenzen vorzuschlagen, mit dem ein kontinuierliches Monito- 
ring der PCR und insbesondere eine gleichzeitige Untersuchung 
mehrerer Zielsequenzen oder mehrerer Mutationen einer Zielse- 
quenz auf einfache Weise moglich ist. Daneben soli eine Vor- 
richtung geschaffen werden, die insbesondere eine elektroche- 
mische Messung ermoglicht. 

Die Aufgabe wird durch die Verf ahrensschritte gemafi Patentan- 
spruch 1 gel6st. Eine zugehorige Vorrichtung ist Gegenstand 
des Patentanspruches 11 . Weiterbildungen sind in den jewei- 
ligen abhangigen Anspriichen angegeben. 

Beim erfindungsgemaSen Verfahren wird f olgendermaSen vorge- 
gangen : 

a) es wird ein Microchip mit einem Array von mehreren Analy- 
sepositionen bildenden Microspots bereit gestellt, welche 
jeweils eine hydrophile Reaktionsschicht und eine darin 
eingebettete Mikroelektrodenanordnung umfassen, wobei die 
Reaktionsschicht wenigstens ein immobilisiertes, mit einer 
zu identifizierenden Zielseguenz eines DNA-Fragments 
hybridisierbares Oligonucleotid als Sondenmolekul enthalt, 

b) eine mehrere Zielsequenzen und PCR-Reagenzien enthaltende 
AnalytlSsung wird so auf den Microchip aufgebracht, dass 
sie das Array vollstandig tiberdeckt, 

c) zur Amplif ikation der Zielsequenzen wird das Array einer 
Thermo zyklisierung unterworfen, 

d) Hybridisierungsereignisse an immobilisierten Sondenmole- 
kulen einer Analyseposition werden mit Hilfe der ihr zuge- 
ordneten Mikroelektrodenanordnung detektiert. 



WO 2004/057022 




•E2003/004136 



Vorteilhaft bei diesem Verfahren ist zunachst, dass sich Bin- 
dungs- bzw. Hybridisierungsereignisse in einem Microspot ohne 
Unterbrechung der ablaufenden Reaktionszyklen und mit einem 
minimalen apparativen Aufwand von Beginn der PCR an detektie- 
ren lassen. Da sich in den Microspots voneinander unabhangige 
Elektrodenanordnungen befinden, ist jede Analyseposition ein- 
zeln adressierbar und somit mit einem bestimmten Sondenmole- 
kiil bzw. einer gesuchten Zielsequenz korrelierbar . Es kann 
daher eine Hybridisierung in einer Vielzahl von Microspots 
auf einfachste Weise gleichzeitig verfolgt werden. Bei opti- 
scher Auslesung hingegen ware ein optisches Erf assungssystem 
erforderlich, das schon allein wegen der geringen GrQ&e der 
Spots und deren Anordnung auf engstem Raum technisch aufwen- 
dig ist. Der technische Aufwand wird noch vergrofiert, wenn 
Arrays mit einer grofien Zahl von Microspots auszulesen sind. 

Die in einem Microspot durch Hybridisierung mit immobilisier- 
ten Sondenmolekiilen f estgehaltenen Nucleotidsequenzen veran- 
dern aufgrund ihrer elektrischen Teilladungen elektrische Pa- 
rameter wie beispielsweise den Leitwert innerhalb eines Mic- 
rospots oder die Impedanz einer Elektrodenanordnung. Damit 
ist mit einer erf indungsgemalSen Vorrichtung aus einem Bio- 
Chip mit Mikroelektrodenanordnung eine elektrochemische bzw. 
elektrische Auswertung moglich. 

Bei einem aus DE 196 10 115 C2 bekannten impedanz spektrosko- 
pisch auslesbaren Bio-Chip sind zwar bereits auf einem Trager 
mehrere interdigitale Elektrodenanordnungen vorhanden, wobei 
Sondenmolekiile auf den Elektroden und auf den zwischen den 
Elektroden angeordneten Flachen immobilisiert sind. Problema- 
tisch bei dieser Art der Detektion von Bindungsereignissen 
ist, dass sich die Abmessungen der Elektrodenstrukturen urn 
GroEenordnungen von molekularen Dimensionen unterscheiden . 
Mit noch vertretbarem technischen Aufwand lassen sich Elekt- 
roden mit einer Breite zwischen 1 und 10 urn , insbesondere 
von etwa 5-10 urn, mit einem ebensolchen Ab stand und mit ei- 
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ner Dicke von etwa 0,1 bis 0,5 um herstellen. Der impedanz- 
spektroskopisch erfassbare Bereich des elektrischen Peldes 
einer solchen Elektrodenanordnung erstreckt sich etwa 5 bis 
10 um uber die Trageroberf lache bzw. die von der Elektroden- 
anordnung aufgespannte Planebene hinaus. Dagegen hat ein bei- 
spielsweise 100 Basenpaare aufweisendes Sondenmolekiil eine 
Lange von nur etwa 30 nm, d.h. 0,3 um. Entsprechend gering 
ist der Einfluss von Bindungsereignissen in einer auf der 
Sensorf lache bzw. den Elektroden immobilisierten monomoleku- 
laren Schicht von Sondenmolekulen auf das elektrische Feld 
bzw. auf die Impedanz der Elektrodenanordnung. 

Dadurch, dass erf indungsgemafi die Elektrodenanordnung zumin- 
dest teilweise in eine Sondenmolekule enthaltende und fur 
Zielmolekiile durchlassige hydrophile Reaktionsschicht einge- 
bettet ist, kann innerhalb der Reaktionsschicht eine viel 
grc-Sere Anzahl von Sondenmolekulen bzw. Zielseguenzen ange- 
sammelt werden als in einer monomolekularen Schicht. Die Fol- 
ge ist eine weitaus groSere Beeinf lussung des elektrischen 
Feldes bzw. des impedanzspektroskopischen Erf assungsbereich.es 
der Elektrodenanordnung. Ein derart ausgestalteter Bio-Chip 
weist eine entsprechend groSere Messempf indlichkeit bzw. Sen- 
sitivitat auf. Bei herkoirimlichen Bio-Chips dagegen wurde eine 
durch PCR erzielte Konzentrationserhohung der Zielseguenzen 
aufgrund des geringen Angebots an Sondenmolekulen zu keiner 
Steigerung der Sensitivitat fuhren. 

Die bei einem erf indungsgemaSen Verfahren verwendete Reakti- 
onsschicht muss, um eine PCR durchzu fuhren, bis etwa 95°C 
thermisch stabil sein. Thermisch stabil soil dabei bedeuten, 
dass die Reaktionsschicht auch bei der angegebenen Temperatur 
derart beschaffen ist, dass sie Sondenmolekule festhalt, dass 
in ihr eine Hybridisierung/Denaturierung (Auf schmelzen) von 
Zielseguenzen und Sondenmolekulen ungehindert stattfinden 
kann und dass sie auch ihre sonstigen Eigenschaf ten im we- 
sentlichen beibehalt. Zur Immobilisierung enthalt die Reakti- 
onsschicht vorzugsweise Polymere mit Kopplungsgruppen, an die 
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Sondenmolekttle kovalent gebunden sind. Dadurch ist sicher ge- 
wahrleistet, dass Bindungspaare aus Zielsequenzen und Sonden- 
molekiilen bei Spulvorgangen im Anschluss an eine PCR in der 
Reaktionsschicht zuriickgehalten werden. 

Eine besonders geeignete Reaktionsschicht besteht aus einem 
Hydrogel. Hydrogele bilden ein wassriges Milieu in mechanisch 
stabiler Form, das einen Stof f austausch mit einem iiberwiegend 
wassrigen Analyten erlaubt. Als besonders geeignet haben sich 
radikalisch vernetzbare Hydrogele auf Acrylamidbasis mit Ma- 
leinsaureanhydrid und/oder Glycidyl (meth) acrylat als Kopp- 
lungsgruppen erwiesen. 

Bei einer weiteren bevorzugten Aus fiihrungs form umfasst der 
Flachtrager des Bio-Chips als Substrat Silizium(Si) und eine 
damit verbundene Isolierschicht , wobei letztere auf ihrer der 
Siliziumschicht abgewandten Seite die Elektrodenanordnung und 
die Reaktionsschicht tragt. Bei einer solchen Anordnung lasst 
sich die elektrische Verschaltung der Elektrodenanordnung un- 
ter Verwendung der von Si-Speicherchips bekannten Technologie 
verwirklichen . 

Ein besonderer Vorteil des vorgeschlagenen Verfahrens besteht 
darin, dass es bei Simultan- bzw. Multiplexuntersuchungen ei- 
ne grdSere Vielfalt an unterschiedlichen Gestaltungsmoglich- 
keiten erlaubt. Dies liegt u.a. daran, dass in wahrend der 
PCR entstandene Amplicons keine Markierung eingebaut werden 
muss, was vor allem bei komplexen Tests die Gefahr in sich 
birgt, dass es zwischen den zur Markierung erf orderlichen 
Stoffen und zwischen diesen und zu identif izierenden Zielse- 
quenzen zu unerwunschten Wechselwirkungen kommt . 

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung ergeben sich 
aus der nachf olgenden Pigurenbeschreibung von Ausfuhrungsbei- 
spielen anhand der Zeichnung in Verbindung mit den Patentan- 
spruchen. Es zeigen: 
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Fig- 1 eine vereinf achte perspektivische Darstellung eines 

einen Flachtrager und ein Array von Microspots umfas- 

senden Microchips, 
Fig. 2 einen Querschnitt durch einen Spot entsprechend Linie 

II-II in Fig. 1, in vergroSerter ausschnittsweiser 

Darstellung, 

Fig, 3 einen Ausschnitt einer einem Spot zugeordneten Elek- 
trodenanordnung , 

Fig. 4 eine Ausfiihrungsf orm eines Microchips mit einer 4- 

poligen Elektrodenanordnung in einer Fig. 2 entspre- 
chenden Darstellung, 

Fig. 5 die Elektrodenanordnung des Microchips von Fig. 4 in 
einer Fig. 3 entsprechenden Darstellung, 

Fig. 6 eine schema tische Darstellung, die eine erste Verfah- 
rensvariante einer PCR-gesttitzten Analyse verdeut- 
licht, 

Fig. 7 eine die Wirkungsweise eines unspezif ischen Primerpaa- 

res aufzeigende Schemazeichnung, 
Fig. 8 eine schematische Darstellung einer Abwandlung der 

ersten Verf ahr ensvariante , 
Fig. 9 eine schematische Darstellung einer zweiten Verfah- 

r ensvariante , 

Fig. 10 eine schematische Darstellung einer dritten Verf ah- 
rensvariante 

Wie Fig. 1 zeigt, umfasst ein als Bio-Chip 1 bezeichnetes 
Element einen Flachtrager 2, auf dessen einer Seite ein Spot- 
Array 3 aufgebracht ist. Ein im folgenden mit Spot 4 bezeich- 
neter Microspot enthalt immobilisierte Sondenmolekiile, bei- 
spielsweise Oligonucleotide. Wird auf einen Spot 4 eine Ana- 
lytlosung mit uiabekannten Zielmolektilen aufgebracht, so kommt 
es bei entsprechender Ubereinstimmung in der Basensequenz zu 
einer Ankopplung des Zielmolektils an das Sondenmolekul . Die 
durch ein solches Bindungsereignis hervorgeruf ene Eigen- 
schaf tsSnderung, z.B. Anderungen des spezif ischen Widerstan- 
des, der Impedanz Oder der Dielektrizitatskonstante, kann mit 
einer Elektrodenanordnung 5 erfasst werden. 
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Vom Spot-Array 3 bzw. Mikrochip 1 mit darin implementierten 
Elektroden wird eine Vorrichtung gebildet, die ein Online- 
Monitoring zulasst. Eine solche Vorrichtung kann unterschied- 
5 lich ausgebildete Elektrodenanordnungen aufweisen, die in den 
Figuren 3 und 5 dargestellt sind. Die Figuren 2 und 4 zeigen 
dagegen die Phanomenologie der Immobilisierung und der Mes- 
sung bei solchen Anordnungen . 

Beim Ausfuhrungsbeispiel von Fig. 2 ist eine zweipolige 
Elektrodenanordnung vorhanden. Diese ist beispielsweise mit 
Hilfe eines photolithographischen Verfahrens auf den Flach- 
trager 2 aufgebracht. Die Elektrodenanordnung 5 umfasst zwei 
Elektroden 6, 7, die in Form einer Interdigitalstruktur aus- 
gebildet sind. D.h. jede Elektrode umfasst raehrere streifen- 
formige parallel zueinander verlaufende Teilelektroden 6a , 
7a , die sich jeweils in den Zwisctienraum zweier Teilelektro- 
den der jeweils anderen Elektrode hinein erstrecken. Die 
Teilelektroden 6a, 7a sind durch einen ebenfalls streifenfor- 
migen, sich quer zu den Teilelektroden 6a, 7a streckenden 
Verbindungsleiter 6b, 7b miteinander verbunden. Die Elektro- 
den 6, 7 sind mit einem hochf requenten Wechselstrom im Mega- 
hertzbereich beauf schlagt . Die Breite 8 der Teilelektroden 
6a, 7a betragt ca. 1 \xm, ihre Hohe 9 betragt etwa 100 bis 
500 nm. Zwischen den Teilelektroden 6a, 7a ist ein Abstand 10 
von ebenfalls ca. 1 pm vorhanden. 

Der Flachtrager 2 umfasst eine Siliziumschicht 12 und eine 
zwischen dieser und den Elektroden 6, 7 angeordnete Isolier- 
30 schicht 13 aus einem Polymer. Die fur eine z.B. impedanz- 

spektroskopische Messung von Bindungsereignissen erforderli- 
chen elektrischen Verschaltungen und Bauteile sind in her- 
kommlicher Weise durch eine entsprechende Topologie der Sili- 
ziumschicht realisiert, was in Figur 2 nicht weiter darge- 
35 stellt ist. Auf der Isolierschicht 13 ist eine Reaktions- 

schicht 14 aus einem Hydrogel aufgebracht, welches weiter un- 
ten nSLher beschrieben wird. Es kann zweckmaSig sein, den 
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Flachtrager 2 bzw. die Siliziumschicht 13 im Bereich eines 
Spots mit einer Vertiefung zu versehen, welche mit der Reak- 
tionsschicht 14 aufgefullt ist (siehe Fig. 6, 8 - 10) . In der 
Reaktionsschicht 14 bzw. dem Hydrogel sind Sondenmolekule 15, 
5 was in Fig. 2 iiberdimensioniert und symbolisch dargestellt 
ist, eingebettet und homogen verteilt. Ein Sondenmolekiil mit 
300 Basen weist etwa eine Lange von 100 nm auf . Deiuzufolge 
hat eine unimolekulare Schicht von Sondenmolekiil en bei her- 
kommlichen Microchips allenfalls etwa eine Dicke entsprechend 

10 der Linie 16 in Fig. 2. Es ist leicht einsehbar, das eine 

solche Schicht relativ wenige Sondenmolekule 15 aufnehmen und 
dementsprechend im Falle von Bindungs- bzw. Hybridisierungs- 
ereignissen das elektrische Feld der Elektrodenanordnung nur 
gering beeinflussen kann. Demgegenuber ist bei einem erf in- 

15 dungsgemaSen Microchip der Sondenmolekule 15 enthaltende und 
von Feldlinien 17 durchdrungene Reaktionsbereich wesentlich 
erweitert und bietet Platz fur eine um mehrere Zehnerpotenzen 
grofiere Anzahl von Sondenmolekiil en 15 . Wird auf ein solcher 
Art ausgestaltetes Spot- Array 3 bzw. auf einen Spot 4 eine 

20 Analytlosung 18 aufgebracht, so finden die darin enthaltenen 
Zielmolekule 19 bzw. Zielsequenzen, die in Fig. 2 ebenfalls 
ubertrieben groJS und nur symbolisch dargestellt sind, eine 
wesentlich grdfiere Anzahl moglicher Bindungspartner in Form 
der Sondenmolekule 15 vor. 

25 

Die Reaktionsschicht 14 ist vorzugsweise so dimensioniert 
bzw. weist eine derartige Dicke, beispielsweise von 5 bis 
10 pm, auf, dass der impedanzspektroskopische Erf assungsbe- 
reich praktisch vollstandig ausgenutzt ist, was bei einer Di- 

30 eke der Reaktionsschicht von etwa 5 bis 10 \im der Fall ist. 
Bei entsprechender Konzentration von Sondenmolekiil en 15 in 
diesem Bereich kann somit der bindungs spez if ische Messeffekt 
des Microchips wesentlich erhoht werden. Die Reaktionsschicht 
ist so beschaffen, das sie ein wSssriges Reaktionsmedium zur 

35 Verfiigung stellt. Weiterhin ist sie so beschaffen, dass Ziel- 
molekule 19 oder auch andere fiir eine Reaktion benotigte 
Stoffe, beispielsweise Polymerase, in sie eindif fundi er en 
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konnen, ohne dass dabei deren Reaktivitat beeintrachtigt 
wird. 

Wie schon oben erwahnt, wird erf indungsgemaS ein Hydrogel als 
5 Reaktionsschicht 14 verwendet. Ein Hydrogel stellt ein w3ss- 
riges Milieu in mechanisch stabiler Form bei gleichzeitiger 
Gewahrleistung des Stoffaustausch.es in einer uberwiegend 
wassrigen Umgebung dar. Durch Wahl der chemischen Zusammen- 
setzung, was die Komponenten und deren Verhaltnis untereinan- 

10 der betrifft, k6nnen die Eigenschaf ten der Hydrogele, wie 

Wassergehalt , Quel lverhal ten, mechanische Stabilitat, etc., 
iiber weite Bereiche variiert werden. Ein Hydrogel, das leicht 
herstellbar ist, und das eine gute Haftung sowohl zur Elek- 
trodenaxiordnung 5 als auch zur Isolierschicht 13 aufweist, 

15 ist ein radikalisch vernetzbares Hydrogel auf Acrylamidbasis, 
das ein Comonomer enthalt, welches eine kovalente Ankopplung 
entsprechend modif izierter Sondenmolekule uber Linkergruppen 
ermoglicht. Das Hydrogel umfasst neben der Monomervorstuf e 
des Polyacrylamids ein Verne tzungsmitt el , wenigstens einen 

20 Radikalinitiator , wenigstens ein Comonomer mit reaktiven Lin- 
kergruppen und gegebenenf alls wenigstens einen Weichmacher . 
Nach Schichtherstellung und anschlieSender thermischer bzw. 
Fotovernetzung wird ein mit Wasser quellbares Hydrogel erhal- 
ten, das reaktive Linkergruppen zur Immobilisierung von Son- 

25 denmolekulen enthalt. Als Vernetzungsmittel werden Methylen- 
bisacrylamid und/oder Dimethylacrylsaureester , beispielsweise 
Tetraethylenglykoldimethacrylat , eingesetzt . 

Durch die Variationen der Konzentrationen des Verne tzungsmit - 
3 0 tels lasst sich die Maschenweite des Hydrogels einstellen. 

Das verwendete Comonomer enthalt Maleinsaureanhydrid und/oder 
Glycidyl (meth) acrylat . Als Weichmacher eignet sich Mono-Di- 
und/oder Triethylenglykol . Die genannten Ausgangsstof f e sind 
mit einem polaren, mit Wasser mischbaren Losungsmittel, vor- 
35 zugsweise mit Dimethylf ormamid, vermengt. Durch Variation des 
Losungsmittelanteiles kann die Verarbeitungsviskositat einge- 
stellt werden. Die Haftung an der Flachtr&geroberf lSche sowie 
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an der Elektrodenanordnung 5 kann durch Beimengung ublicher 
Haf tvermittler beispielsweise auf Silanbasis verstarkt wer- 
den. 

5 In Fig. 4 und 5 ist eine vier-polare Elektrodenanordnung 20 
dargestellt. Die Elektrodenanordnung 20 setzt sich aus zwei 
Stromelektroden 22, 23 und zwei Spannungs- bzw. Sondenelek- 
troden 24, 25 zusammen. Die Stromelektroden 22, 23 sind ent- 
sprechend der Elektrodenanordnung 5 des Ausf uhrungsbei spiels 

10 nach Fig. 2 angeordnet und ausgestaltet . Die Sondenelektroden 
24, 25 sind ebenfalls streif enf ormig und erstrecken sich als 
maanderf ormiger Doppelstrang durch die zwischen den Teil- 
elektroden 22a und 23a vorhandenen Zwischenraume hindurch. 
Die Stromelektroden 22 , 23 sind mit einem hochf requenten 

15 Wechselstrom beauf schlagt . An den Sondenelektroden 24, 25 

liegt ein Spannungsmesser 26 an, mit dem eine Veranderung des 
elektrischen Wechself eldes in Folge von Hybridisierungsereig- 
nissen detektierbar ist. Die Messung kann somit unabhangig 
von den Stromelektroden erfolgen, so dass sich z.B. deren die 

20 Elektrodenkapazitat erhohende Polarisation nicht auf die Mes- 
sung auswirken kann. Dagegen muss bei einer 2-poligen Elek- 
trodenanordnung die Elektrodenkapazitat durch eine entspre- 
chend hohe, messtechnisch ungunstige Messfrequenz gering 
gehalten werden, urn den fur die Messung ausschlaggebenden Wi- 

25 derstand der Analytlosung bzw. der Reaktionsschicht bestimmen 
zu kSnnen. 

Bei einer in Fig. 6 (siehe hierzu und zu Fig. 8 bis 10 die 
weiter unten wiedergegebene Legende) schematisch aufgezeigten 

30 Verfahrensvariante wird auf einen Microchip 1 eine Analyselo- 
sung 18 aufgebracht, die ein DNA-Fragment F A mit einer Ziel- 
sequenz Z A/ ein extemes Primerpaar sowie die ftir eine PCR 
erforderlichen Reagenzien, wie eine Taq- (DNA) Polymerase, 
dNTP's (Desoxinucleosidtriphosphate) etc. enthalt. Bei der 

35 Zielsequenz Z A handelt es sich urn eine solche, die in mehre- 
ren unterschiedlichen Varianten vorkommen kann, z.B. Typisie- 
rung von Viren, z.B. HIV Oder HPV. Jeder moglichen Variante 
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(Zai, Z m usw.) 1st mindestens ein eigener Spot 4A1, 4A2 usw. 
zugeordnet, wobei innerhalb der Reaktionsschicht 14 des je- 
weiligen Spots ein einziger Oligonucleotidtyp als Sonden- 
molekul immobilisiert ist, welcher mit einer spezifischen 
5 Zielsequenz hybridisieren kann. Die auf iibliche Weise unter 
Anwendung einer Thermozyklisierung durchgefiihrte Amplifikati- 
on (PCR) der Zielsequenz Z A erfolgt ausschlieSlich in der mo- 
bilen Phase 18. Vorzugsweise wird ein Primerpaar verwendet, 
das aufierhalb der Zielsequenz Z A ankoppelt (hybridisiert) , 

10 wie in. Fig. 7 angedeutet, ist. Der kopierte Doppelstrang, al- 
so der Strang S + und der Gegenstrang S~ losen sich beim Dena- 
turieren (Auf schmelzen) voneinander, Ublicherweise wird der 
Strang S + („sense n Strang) zur Identif izierung einer Zielse- 
quenz herangezogen. Dementsprechend sind in den Spots 4A1, 

15 4A2 Oligonucleotide immobilisiert, die genau mit diesem 

Strang hybridisieren, Im einfachsten Fall der Anwesenheit nur 
eines DNA-Fragmentes Zai sammelt sich die amplif izierte Ziel- 
sequenz Zai durch Hybridisierung in jenem Spot an, in dem das 
entsprechend komplementare Fangeroligonucleotid Zai immobili- 

20 siert ist. 

Bei der in Fig. 8 angedeuteten Verf ahr ens vari ante sind in der 
Analytlosung 18 verschiedenen Arten von DNA-Fragmenten vor- 
handen. Beispielhaft sind zwei solcher DNA-Fragmente, F A und 

25 Fb, gezeigt. Bei einem oder alien der in der Analytlosung 18 
vorhandenen DNA- Fragment /en kann es sich um solche gemaS der 
Verfahrensvariante nach Fig. 6 handeln. In diesem Fall sind 
unterschiedliche Gruppen von Spots vorzusehen, wobei jeder 
Gruppe die Typisierung der Varianten eines DNA-Fragmentes zu- 

3 0 geordnet ist. Ziel der analytischen Untersuchung konnen aber 
auch „v611ig w unterschiedliche DNA-Fragmente sein. In diesem 
Fall ist es prinzipiell ausreichend, einem DNA-Fragment F A/ 
F B jeweils einen einzigen Analyse-Spot 4A, 4B zuzuordnen. Wie 
auch bei der Verfahrensvariante nach Fig. 6, ist hier in der 

35 Analytlosung 18 ein externes Primerpaar vorhanden. Dieses 
wird so ausgewahlt, dass es fur die Amplif ikation aller zu 
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analysierenden DNA-Fragmente F A , F B geeignet ist (^Multiplex 
PGR") . 

Die bei Fig. 6 und Fig- 8 aufgezeigten Fanger-Oligonucleotide 
5 konnen in weiteren Verf ahrensvarianten als Primer fungieren, 
falls sie durch DNA-Polymerasen verlangert werden konnen, Es 
findet dann, wenn die Reaktionsschicht 18 durchlassig fur die 
DNA- Polymerase und das/die Template/s sowie die weiteren Kom- 
ponenten der PCR-Reaktion ist, eine Elongation der immobili- 
10 sierten Oligonucleotide entsprechend der Sequenz der hybridi- 
sierten Matrix statt. 

Bei der in Fig. 9 angedeuteten Verf ahrensvariante sind mehre- 
re verschiedene DNA-Fragmente entsprechend den Verf ahrensva- 

15 rianten nach Fig. 6 oder nach Fig. 8 vorhanden. Beispielhaft 
sind zwei solche DNA-Fragmente, F A und F B / gezeigt. Wahrend 
bei den bisher beschriebenen Verf ahrensvarianten der Analyt- 
losung ein Primerpaar zugesetzt wurde, ist nunmehr nur ein 
Primer des Primerpaares mobil und gelOst in Losung vorhanden. 

20 Dieser Primer ist unspezif isch, das heifit, es handelt sich urn 
einen externen Primer, der bei samtlichen in der Analyt losung 
vorhandenen DNA- Fragment en F A und F B auSerhalb der nachzuwei- 
senden Zielsequenz Z A und Z B (vorzugsweise am „sense tt Strang) 
ankoppelt. Nach dem Denaturieren der Analytlosung diffundie- 

25 ren die DNA-Einzelstrange wahllos in die Spots ein. In diesen 
Spots sind spezifische direkt vor der Zielsequenz der Analyt- 
DNA bindende Oligonucleotidf anger immobilisiert . Nur dort, wo 
die Analyt-DNA auf komplementare immobilisierte Oligonucleo- 
tide (Finger) trifft, findet eine Hybridisierung statt. Im 

30 folgenden Elongationsschritt der PCR wird das S'-Ende der 

Fanger-Oligonucleotide, die vorher selektiv die nachzuweisen- 
den DNA-Fragmente eingefangen (gebunden) haben, entsprechend 
der Information der hybridi sierten Matrize verlangert. Der 
Fanger wird damit zum Primer fiir die DNA-Polymerasereaktion. 

35 



Letz teres bedeutet, dass eine Elongation nur in einem solchen 
Microspot stattfinden kann, in dem auch der zur Zielsequenz 
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komplementare Fanger vorhanden ist. Im Falle des Schemas in 
Fig. 9 heifit dies, dass der Strang S + des DNA-Fragmentes F A 
im Spot 4A und der Strang S + des DNA-Fragmentes F B im Spot 4B 
durch Elongation des jeweiligen immobilisierten Primers/Fan- 
gers kopiert wird. Beim nach dem jeweiligen Amplif ikations- 
schritt und dem Aufschmelzen folgenden Reannealing lagern 
sich die ursprunglich vorhandenen und die in der LSsung neu 
entstandenen Zielsequenzen an komplementare Fanger bzw. Se- 
quenzen an. Auf Grund der Erhahung der Konzentration der 
Zielsequenz durch den vorhergehenden PCR-Zyklus werden diese 
Sequenzen auch an noch nicht verlangerte, in ihrer urspriing- 
lichen Form vorhandene Fangeroligonucleotide binden, so dass 
der nachste PCR-Elongationsschritt an diesen, durch die 
Hybridisierung neu entstandenen Primera ansetzt. Dadurch 
steigt die Konzentration an verlangertem Fanger mit jedem 
PCR-Zyklus. Diese ErhShung der Konzentration an, urn etwa 100- 
300 Basen verlangertem Fanger/Primer (gegeniiber ursprunglich 
20-30 Basen) , ruft eine elektrische Feld- oder Widerstandsan- 
derung hervor, die mit Hilfe der Elektrodenanordnung 5 bzw. 
20 gemessen und zum PCR-Monitoring <„on-line» PCR) genutzt 
werden kann. 



Bei der Verf ahrensvariante nach Fig. 10 sind in der Analytlo- 
sung 18 eine oder mehrere DNA- Fragment spezies entsprechend 
den Verfahrensvarianten nach Fig. 6 oder Fig. 8 vorhanden. 
Wahrend bei den Varianten nach Fig. 6 sowie Fig. 8 Primer- 
paare und bei der Variante nach Fig. 9 nur ein Primer des /der 
Primerpaares/Primerpaare der Analytlosung zugesetzt wurden, 
sind hier keine gel6sten freien Primer in der Losung vorhan- 
den. Die Elongationsreaktionen finden hier in den einzelnen 
Microspots 4A, 4B etc. statt. Im Gegensatz zu alien anderen 
Verfahrensvariante werden hier (Fig. 10) beide fiir den spezi- 
fischen Nachweis beider DNA-Strange der Zielsequenz notwendi- 
gen Fanger des Fangerpaar im jeweils gleichen Gelspot immobi- 
lisiert, d.h. ein immobilisiertes internes an eine Zielse- 
quenz hybridisierendes Fanger/ Primerpaar ist vorhanden. Nach 
dem Aufschmelzen (Denaturieren) der Probe diffundieren die 
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DNA-Einzelstrange wahllos in die Spots ein. Der Strang S A + 
bzw. S A " hybridisiert mit seinem 5'- bzw. 3'- Ende an den 
komplementaren Primer des Primerpaares im Spot 4A. 

5 Gemafi Fig. 10 bindet am Spot 4 A der S + -Strang des DNA-Frag- 
ments F A an einen mit A + indizierten Primer sowie der S"- 
Strang des DNA-Fragments F A an einen mit A" indizierten Pri- 
mer. Es wird dann ein antiparalleler Strang S" bzw. S + gebil- 
det, der nun, da er durch Elongation des immobilisierten Pri 
0 mers A + bzw. A" synthetisiert wurde, ebenfalls immobilisiert 
ist. Demgegenuber ist das 3 ' -Ende des elongierten Stranges S 
bzw. S + frei beweglich und kann mit einem in seiner Nahe in 
der Reaktionsschicht immobilisierten Gegen-Primer A" bzw. A + 
hybridisieren. Beim folgenden Amplifikationsschritt ergibt 
sich daraus ein S + - bzw. S'-Strang, der, da er durch Elonga- 
tion des immobilisierten Primers A + bzw. A" gebildet wurde, 
ebenfalls immobilisiert ist. 

Die bei jedem PCR-Zyklus auftretende Erh6hung der Konzentra- 
tion an entsprechend verlangerten Fangern ruft, wie bereits 
weiter oben beschrieben, eine elektrische Feld- oder Wider- 
standsanderung hervor, die mit Hilfe der Elektrodenanordnung 
5 bzw. 2 0 zum PCR-Moni toring genutzt werden kann. Damit ist 
eine on-line PCR moglich. 

Fiir das neue, vorstehend im Einzelnen erlauterte Verfahren 
zur Amplifikation und Detektion von Nucleotidsequenzen wird 
ein Bio-Chip verwendet, wie er in den Figuren 2 und 4 in den 
Alternativen als Zwei-Pol- oder Vier-Pol-Anordnung beschrie- 
ben ist. 



Speziell aus den Figuren 2 und 4 ist ersichtlich, dass der 
fur das angegebene Verfahren geeignete Bio-Chip einschliefc- 
lich der darauf angeordneten Reaktionsschicht und der damit 
in Kontakt befindlichen Analytlosung in einem in diesen Figu- 
ren als Rahmen dargestellten Gehause angeordnet ist. Entspre- 
chend den Figuren 6 sowie 8 bis 10 ist das Gehause seitlich 
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offen, so dass die Analytlosung im Durchfluss an der Reakti- 
onsschicht vorbeistromen kann. 
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Legende der Symbole in der vorstehenden Beschreibung und den 
Figuren: 

T = Primer, in Losung 
x = unspezif isch 

A, B = ein bestimmtes DNA-Fragment betreffend 

-L = immobilisiertes Oligonucleotid, ohne Primer funkt ion 

□ = immobilisierter Primer 

F = DNA- Fragment 

S = Einzelstrang eines DNA-Fragments 

+ /~ = einen codierenden / nicht codierenden Strang betref- 
fend 
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Patent ansprtiche 

1. Verfahren zur PCR-Amplif ikation und Detektion von N 
otidsequenzen, 

mit folgenden Verf ahrensschritten: 

a) es wird ein Array von mehreren Analysepositionen bi 
den Microspots verwendet, wobei die Microspots weni 
tens ein immobilisiertes, mit einer zu identifizier 
Zielsequenz eines DNA- Fragments hybridisierbares 01 
nucleotid als Sondenmolekttl enthalten, 

b) eine PCR-Reagenzien und mehrere Zielsequenzen entha. 
de Analytlosung wird so auf die Microspots aufgebra- 
dass sie das Array vollstandig tiberdeckt, 

c) zur Amplifikation der Zielsequenzen wird das Array . 
Thermo zyklisierung unterworfen, 

d) Hybridisierungsereignisse an immobilisierten Sondes 
kulen einer Analyseposition werden mit Hilfe von Mi: 
elektrodenanordnung detektiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da. 
eine hydrophile Reaktionsschicht (14) mit Kopplungsgrupp. 
zur kovalenten Bindung von Sondenmole kulen verwendet wir< 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da; 
als Reaktionsschicht (14) ein Hydrogel verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeich] 
dass ein radikalisch vernetzbares Hydrogel auf Acrylamidl 
mit Maleinsaureanhydrid und/oder Glycidyl (meth) acrylat a: 
Kopplungsgruppen verwendet wird. 

5. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, dadurch g< 
kennzeichnet, dass ein ein Bio-Chip, der eine Halbleiter- 
schicht und eine damit verbundene Isolierschicht (13) urn- 
fasst, verwendet wird, wobei letztere auf ihrer der Halb: 
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terschicht abgewandten Seite die Elektrodenanordnung (5) und 
die Reaktionsschicht (14) tragt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , dass 
als Halblei terschicht eine Siliziumschicht (12) verwendet 
wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass eine AnalytlSsung verwendet wird, die ein 
extemes, d.h. aufierhalb einer Zielsequenz mit einer Ziel-DNA 
hybridisierendes Primerpaar enthalt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass eine AnalytlSsung verwendet wird, die meh- 
rere DNA-Fragmente mit unterschiedlicher Zielsequenz und ein 
einziges zur Amplif ikation samtlicher Zielseguenzen geeigne- 
tes externes Primerpaar enthalt. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass eine AnalytlSsung verwendet wird, die ei- 
nen mit dem einen Strang wenigstens eines DNA-Fragments zu- 
sammenwirkenden extemen Primer enthalt, und dass die Elonga- 
tion eines Gegenstrangs innerhalb einer Reaktionsschicht mit 
Hilfe eines dort immobilisierten internen, d.h. mit der Ziel- 
sequenz spezifisch hybridisierenden Primers erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass eine AnalytlSsung verwendet wird, in der 
ein mit einer Zielsequenz spezifisch hybridisierendes inter- 
nes Primerpaar in einem Microspot immobilisiert ist. 

11. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 
1 Oder einem der Anspruche 2 bis 10, enthaltend einen Bio- 
Chip mit einem Array von Analysepositionen bildenden Micro- 
spots (4), die von einer hydrophilen Reaktionsschicht (14) 
abgedeckt sind. 
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12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Bio-Chip mit hydrophiler Reaktionsschicht (14) in 
einem Gehause mit Durchfluss fiir eine Analytlosung (18) ange- 
ordnet ist. 

5 

13. Vorrichtung nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet , 
dass der Bio-Chip als Substrat (2) Trager fur die Mikrospots 
(4) en thai t. 

10 14. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 

dass das Substrat (2) aus einem Halbleitermaterial , insbeson- 
dere Silizium (Si), auf dem eine Isolierschicht (13) aufge- 
bracht ist, besteht. 

15 15. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 

dass der Bio-Chip ein vorgef ertigter Silizium-Chip mit darin 
implementierten Dunnschicht-Mikroelektroden (6a, 7a; 24, 25) 
ist. 
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